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Резюме. Приведены особенности функционирования и полиморфизма изофермента цитохрома Р450 CYP2D6. Рассмотрены 
существующие методики определения его активности при помощи эндогенных маркеров. Представлен обзор исследований 
по скринингу эндогенных субстратов, подвергающихся биотрансформации преимущественно под воздействием изофермен-
та CYP2D6. Изложены результаты по определению отношения пинолина к его метаболиту 6-гидрокси-1,2,3,4-тетрагидро-
бета-карболину in vitro на культуре клеток и in vivo на мышах для последующей оценки активности изофермента CYP2D6.
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Введение
К межлекарственному взаимодействию проявляют 
большой интерес учёные, участвующие в исследованиях 
лекарств, а также регулирующие органы, которые отвеча-
ют за общественное здоровье. Поскольку «полипрагма-
зия», или применение нескольких лекарственных средств 
(ЛС) для лечения одного или нескольких заболеваний, 
стала обычной практикой, лекарственные взаимодей-
ствия стали одной из основных причин госпитализации и 
даже смерти. Таким образом, усилия исследователей на-
правлены на изучение препаратов, чтобы предотвратить 
развитие межлекарственных взаимодействий.
Наиболее распространённым механизмом, лежащим 
в основе межлекарственного взаимодействия, являет-
ся ингибирование, либо индуцирование активности 
цитохрома Р450. При ингибировании активности изо-
ферментов происходит снижение метаболизма ЛС и 
концентрация препарата повышается, что приводит к 
усилению фармакологического действия препарата и к 
повышению частоты возникновения нежелательных ле-
карственных реакций (НЛР). Индукция активности ци-
тохрома Р450 повышает метаболизм ЛС, и концентра-
ция препарата не попадает в терапевтический диапазон.
Очевидно, что безопасность ЛС зависит от ин-
дивидуальных особенностей организма, поэтому их 
применение требует персонализированного подхода к 
каждому конкретному человеку. Подобный адресный 
подход, лежащий в основе персонализированной ме-
дицины, позволит не только повысить безопасность 
медикаментозного лечения, но и сократить расходы 
на коррекцию нежелательных реакций. Персональный 
подбор лекарств и доз достигается методами геноти-
пирования и фенотипирования, с помощью которых 
становится возможно определить индивидуальные 
особенности пациента. С фенотипирования начина-
ется изучения метаболизма лекарственных средств в 
клинике. Ряд исследований показал, что существует 
межиндивидуальный и внутрииндивидуальный раз-
брос фармакокинетических параметров, который свя-
зан с различиями в характере и скорости метаболизма.
История изучения метаболизма 
лекарственных средств
Первые эксперименты по изучению метаболизма 
лекарственных препаратов (ЛП) были впервые прове-
дены и опубликованы более 180 лет назад, сначала на 
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собаках в 1824 году и, затем, на людях в 1841 году [1, 2]. 
Данные эксперименты заложили основу современно-
го понимания биотрансформации путём установления 
парадигмы, что в организме протекает ряд химических 
реакций с экзогенным соединением для выведения его 
с мочой в химически модифицированной форме. Тем 
не менее, исследования метаболизма были ограничены 
сложностью изолирования и идентификации предпо-
лагаемых метаболитов. Однако существенный про-
гресс в области органической химии и аналитических 
методов привёл к прогрессу в исследованиях фармако-
кинетики и метаболизма ксенобиотиков.
Первой опубликованной реакцией метаболизма 
была реакция конъюгации с глицином. В 1841 и 1842 
году, двое учёных независимо друг от друга приняли 
бензойную кислоту и, по сообщению исследователей, 
наблюдали данный конъюгат в моче «в обильном ко-
личестве» и «без видимых вредных последствий» [2-4]. 
Выделенное соединение было схоже с бензойной кис-
лотой, но при изучении строения молекулы было обна-
ружено, что в составе так же был азот. Идентифициро-
вал это соединение, как гиппуровую кислоту, конъюгат 
глицина с бензойной кислотой, французский учёный 
по имени Дессень [5].
В ходе проведённых экспериментов было обна-
ружено, что выделяемые соединения гораздо менее 
токсичные, чем исходные соединения. К 1893 году на-
копилось достаточно доказательств для внедрения в 
научную литературу термина «детоксикация» [6, 7].
В XIX веке считалось, что вещества модифицируются 
организмом в крови. Но вначале ХХ века, сторонники 
теории трансформации веществ в органах смогли под-
твердить свои предположения с помощью таких методов, 
как резекция печени, перфузия печени и почек лабора-
торных животных. О том, что в печени проходит реакция 
конъюгации с глюкуроновой кислотой стало известно 
благодаря методу с применением серий перфузирован-
ных органов собаки (например, печени или селезенки).
Систематизировал накопившиеся труды по изуче-
нию метаболизма в 1947 году Welshman R.T. Williams. 
Именно Williams предложил разделить реакции мета-
болизма на 2 фазы, что привело к появлению до сих 
пор известных терминов «I фаза» и «II фаза» [8].
В 1983 году из печени человека были выделены, 
идентифицированы и охарактеризованы основные 
компоненты цитохрома Р450 [9]. Определение точной 
структуры метаболитов и их количественное опреде-
ление стало возможным благодаря развитию методов 
масс-спектрометрии и ядерно-магнитного резонанса.
Несмотря на то, что направление по изучению ме-
таболизма считают зрелым, достижения техники дви-
гают вперёд исследования по данной тематике. Фар-
мацевтическая индустрия стимулирует к развитию 
большинство направлений современных технологиче-
ских разработок, в том числе высокоразвитые анали-
тические инструменты. Также с развитием «геномной 
эры» были изучены генетические основы метаболизма 
ЛП среди индивидов и популяций. В будущем изуче-
ние метаболизма будет зависеть от появления и разви-
тия новых технологий.
Изоферменты цитохрома Р450
В реакциях I фазы метаболизма в качестве катали-
заторов участвуют различные классы ферментов. По-
скольку изоферменты суперсемейства цитохрома Р450 
широко представлены в организме, они доминируют 
среди других ферментов по вкладу в биотрансформацию 
ЛП. Подсемейства CYP1, CYP2 и CYP3 метаболизируют 
большинство ЛП и ксенобиотиков [10, 11]. Два важных 
класса ферментов локализованы в эндоплазматическом 
ретикулуме, рядом с цитохромом Р450: флавин-содержа-
щие монооксигеназы, которые участвуют в реакциях N и 
S-окисления и уридин-5-дифосфат глюкуронилтрансфе-
разы, которые катализируют конъюгацию с уридин-5-ди-
фосфорной глюкуроновой кислотой. В дополнение к 
этим семействам, существуют N-ацетил трансферазы, 
сульфотрансферазы, глутатионтрансферазы, алкоголь 
дегидрогиназы и альдегид дегидрогиназы. Почти все ме-
таболические пути включают один или несколько фер-
ментов — большинство включают цитохром Р450.
Цитохром Р450 является одним из наиболее важных 
семейств ферментов, которые участвуют в регуляции 
фармакологически активных, токсичных и потенци-
ально токсичных ксенобиотиков. Ферменты цитохро-
ма являются мембранно-связанными гемопротеинами, 
которые соединяются с гладким эндоплазматическим 
ретикулумом [12]. Известно, что субстратами цитохро-
ма являются соединения с различными функциональ-
ными группами, которые подвергаются метаболизму 
путём окисления.
Цитохром Р450 состоит из группы изоферментов, 
которые участвуют в биотрансформации широкого 
диапазона структурно разнообразных химических ве-
ществ, как экзогенного, так и эндогенного происхожде-
ния. Также синтез стероидных гормонов, холестерина, 
желчных кислот и простагландинов происходит с помо-
щью цитохрома. Многие изоферменты были выделены 
и идентифицированы в печени и других тканях, вклю-
чая почки, лёгкие, кишечник и мозг. Хотя эти ферменты 
имеют высокую степень сходства их аминокислотной 
последовательности, многие из них имеют различные 
каталитические функции [12]. Цитохром Р450 имеет 
множество изоформ — изоферментов, которых на дан-
ный момент выделено более 1000 видов, разделённых 
на семейства. Однако в метаболизме лекарственных 
средств принимают участие ферменты семейств I, II, 
III. Наиболее важными для метаболизма ЛС и хорошо 
изученными изоферментами цитохрома Р450 являют-
ся следующие: CYP1A1, CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, 
CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2E1, CYP3A4.
Эта номенклатура используется не только у челове-
ка, но и у других видов. Как правило, у различных ви-
дов изоферменты имеют схожие между собой структу-
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ру, функции и название, но, важно отметить, что они 
не идентичны человеческим формам. Даже небольшое 
различие в аминокислотной последовательности мо-
жет повлиять на сродство к субстрату и на способность 
фермента метаболизировать субстрат и/или регион 
специфичное место молекулы. Изучая метаболизм, 
следует обращать внимание на стадии биотрансфор-
мации, которым подвергается субстрат, а также опре-
делять ферменты, под действием которых происходят 
такие трансформации. Фармакокинетические показа-
тели, полученные в испытаниях in vivo на мышах или 
других лабораторных животных, не всегда коррелируют 
с показателями человека. Для прогнозирования фарма-
кокинетики ЛП у человека нужно проводить анализ на 
разных видах животных, а также учитывать данные, по-
лученные в испытания in vitro и in silico [12, 13].
Как семейство, несколько изоферментов вместе 
участвуют в окислении и биотрансформации сложных 
соединения. Однако, у отдельных изоферментов есть 
тенденция к большей селективности к субстратам с 
определёнными свойствами, что позволяет дифферен-
цировать их [14, 15]. CYP1A1 часто участвует в метабо-
лизме арильных углеводов [16]. У CYP1A1 и CYP1A2 
частично совпадает сродство к субстратам; однако, 
CYP1A2 преимущественно метаболизирует полици-
клические ароматические углеводы. Как CYP1A1, так 
и CYP1A2 участвуют в биотрансформации проканце-
рогенов в канцерогены. Было показано, что CYP1A2 
является основным ферментом, метаболизирующим 
такие ЛП, как фенацетин и теофиллин. CYP2A6 отда-
ёт предпочтение более мелким, нейтральным, менее 
липофильным молекулам, таким как кетоны и ни-
трозамины. CYP2C9 и CYP2C19 могут метаболизиро-
вать кислые молекулы. CYP2C9 участвует в реакциях 
О-деметилирования фенольных радикалов, окислении 
ароматических метил радикалов, радикалов, содержа-
щих атом серы, N-деалкилировании [12]. Напротив, 
CYP2D6 может метаболизировать основные молекулы 
с атомом азота (флуоксетин, нортриптилин, декстро-
меторфан и буфуралол), а также катализирует реак-
ции О-деметилирования, окисления метил радикалов 
и фенол О-деметилирования. CYP2E1 эффективен 
в биотрансформации малых молекул (этанол, ацета-
минофен, галотан и паранитрофенол), а CYP3A4 — 
больших, липофильных молекул (симвастатин, те-
стостерон, циклоспорин и мидазолам) [14, 17]. Также 
CYP3A4 проявляет активность при N-деалкилиро-
вании, гидроксилировании ароматических систем и 
окислении радикалов, содержащих серу.
Из всех изоферментов наибольший интерес учёных 
вызывают изоферменты CYP1A2, CYP3A4, CYP2D6, 
так как количество ЛС, в метаболизме которых они 
участвуют, составляет около 80%. Оценка активности 
данных изоферментов играет важную роль для опреде-
ления особенностей метаболизма определённого ЛС, 
либо комбинации ЛС.
Было обнаружено, что CYP2D6 отвечает за метабо-
лизм 20-30% лекарственных препаратов. К этим пре-
паратам относятся трициклические антидепрессанты, 
селективные ингибиторы обратного захвата серото-
нина, антагонисты 5НТ
3 
рецепторов, антипсихотики, 
опиаты, амфетамины, а также и антагонисты β-адрено-
рецепторов и антиаритмические средства. Интересно, 
что CYP2D6 локализуется не только в печени, но этот 
изофермент находят и в мозге, и сердце. Часто возни-
кают межлекарственные взаимодействия, такие как 
ингибирование метаболизма нортриптилина и дези-
прамина пароксетином, венлафаксина дифенгидра-
мином, метопролола гидроксихлорохином и индукция 
метаболизма кодеина рифампицином. Часто возника-
ют такие НЛР, как периферическая нейропатия, лактат 
ацидоз.
Функциональные особенности
и полиморфизм изофермента CYP2D6
Среди десятков изоферментов цитохрома Р450, 
которые участвуют в биотрансформации ксенобиоти-
ков, изофермент CYP2D6 является одним из наиболее 
важных ферментов, осуществляющих метаболизм ле-
карственных средств. По данным различных исследо-
ваний CYP2D6 участвует в метаболизме от 15 до 25% 
лекарств. Изофермент в основном экспрессируется в 
печени, но он так же локализуется в лёгких и сердце. 
Особенностью данного изофермента является его вы-
сокая межвидовая и внутривидовая вариабельность 
активности, причиной которой является генетический 
полиморфизм. Такой полиморфизм может приводить 
к 30-40 кратной разнице в клиренсе препаратов, что 
приводит к выходу концентрации из терапевтическо-
го окна, как по нижней, так и по верхней границе [18]. 
Как следствие, такие различия в активности CYP2D6 
могут привести не только к серьёзным НЛР (напри-
мер, при антидепрессантной терапии), но также может 
наблюдаться отсутствие фармакологического эффекта 
(например, отсутствие анальгетического эффекта опи-
оидных препаратов).
Основываясь на проявлениях фенотипа, генотипы 
можно разделить на 3 подгруппы:
1. «распространённые» (активные) метаболизаторы,
2. «медленные» метаболизаторы,
3. «сверхактивные» или «быстрые» метаболизаторы.
У людей с «медленным» метаболизмом отсутству-
ют функциональные аллели, у «распространённых» 
1 — 2 аллели, у «быстрых» более 2 аллелей. На сегод-
няшний день существуют различные фармакогене-
тические тесты для определения генотипа пациента. 
Методы генотипирования получили широкое при-
менение, поскольку были определены гены, коди-
рующие последовательность аминокислот основных 
изоферментов печени. В соответствии с этой концеп-
цией, врачи могли выбрать среди вариантов лечения 
лекарства и дозировки с наибольшей эффективно-
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стью и наименьшими побочными эффектами для ин-
дивидуального пациента, которые основываются на 
его или её генетическом профиле. Однако текущий 
функциональный статус пациента (т.е. фенотип) мо-
жет быть более значимым, чем его/её генотип. Таким 
образом, применение персонализированной медици-
ны требует понимания и рассмотрения вовлечения 
соответствующих негенетических факторов (включая 
окружающую среду и персональную изменчивость) в 
дополнение к генетическим факторам.
В настоящее время, исследователи всё чаще отме-
чают такое явление, как модификационная (фено-
типическая) изменчивость. При модификационной 
изменчивости происходит изменение клинического 
ответа на ЛС под действие факторов окружающей 
среды, либо при сопутствующем приёме лекарств, 
которые являются субстратами (ингибиторами, ин-
дукторами) соответствующих изоферментов. Гено-
тип при этом не меняется.
Крупномасштабное исследование по оценке мо-
дификационной изменчивости с выборкой из 900 
пациентов, которых лечили от депрессии, провели 
Sheldon H. Preskorn и его коллеги [19]. На первом эта-
пе исследования по результатам тестов генотипиро-
вания, пациенты были классифицированы на геноти-
пы «медленных» метаболизаторов (35/900 или 3,9%), 
«не медленных» (т.е. «распространённых», «быстрых» 
и «ультрабыстрых») метаболизаторов (865/900 или 
96,1%). На втором этапе, после определения фено-
типа пациентов, было получено, что к «медленным» 
метаболизаторам относится 243/900 или 27% паци-
ентов, а к «не медленным» 657/900 или 67%. Таким 
образом, модификационная изменчивость до фено-
типа «медленного» метаболизатора наблюдалась у 
23% пациентов, обладающих генотипом «не медлен-
ного» метаболизатора. Эти результаты показывают, 
что методы генотипирования в клинической прак-
тике значительно недооценивают активность мета-
болизма у пациентов, которым назначают несколько 
препаратов. Они подчёркивают важное ограничение 
генотипирования: генотипирование устанавливает 
генетический потенциал индивида, но не обязатель-
но функциональные возможности в любой момент 
времени.
Индивидуальная активность изоферментов при 
отсутствии ингибиторов или индукторов стабильна 
в течение жизни. Но на активность изоферментов 
постоянно меняется под действием различных пре-
паратов, таких как хинидин, рифампицин, оральные 
контрацептивы, а также алкоголь, курение, инфек-
ции, еда. Таким образом, для определения точной 
картины ферментной активности и для подбора адек-
ватной дозы препарата нужно оценивать текущую 
активность изофермента цитохрома. Такую оценку 
позволяют определить методы фенотипирования, ко-
торые основаны на определении концентрации суб-
стратов и их метаболитов.
Определение активности изоферментов 
цитохрома Р450
В основе оценки активности изоферментов цитохро-
ма Р450, для последующего определения индивидуаль-
ного клинического ответа на приём ЛС, лежат методы 
генотипирования и фенотипирования. Субстратная 
специфичность определённых ферментов метаболизма 
ЛС позволила разработать методы их фенотипирова-
ния. Активность того или иного фермента метаболизма 
определяется по фармакокинетике его специфического 
субстрата, называемого «маркерным» субстратом, пу-
тём измерения его концентрации и концентрации его 
метаболита в плазме крови или в моче [20]. На основа-
нии этих данных рассчитывается так называемый «ме-
таболический» индекс, равный отношению концентра-
ции ЛС к концентрации его метаболита.
Методы фенотипирования позволяют определять 
концентрацию ЛС в динамике, что является важным 
для того, чтобы установить на какой стадии произошло 
отклонение концентрации (на стадии всасывания или 
метаболизма). Также данные методы используются и 
в хронофармакологии для определения степени изме-
нения фармакологического эффекта после приёма ле-
карственного препарата в различное время суток. При 
разработке оригинальных ЛС и их клинических испы-
таний, оценка активности изоферментов применяется 
для определения фармакокинетики препарата, а при 
разработке дженериковых ЛС методы фенотипирова-
ния позволяют оценить биоэквивалентность к ориги-
нальной формуле.
В зависимости от субстрата методы определения ак-
тивности изоферментов можно разделить на две груп-
пы: инвазивные и неинвазивные.
В инвазивных методах ЛС, являющееся маркерным 
субстратом, вводится перорально или внутривенно да-
лее через определённое время в крови или сыворотке 
определяют концентрацию метаболита маркерного 
субстрата, а в некоторых случаях — и самого ЛС.
Инвазивные методы определения активности изо-
фермента CYP3A4 имеют ряд неизбежных выражен-
ных недостатков. В качестве примеров можно привести 
необходимость внутривенного введения препаратов, 
применение которых сопряжено с риском развития 
НЛР, прежде всего — аллергических реакций и арит-
могенных эффектов; необходимость, как минимум, 
двукратного забора крови из вены; тестирование может 
проводиться только в условиях лечебно-профилакти-
ческого учреждения. В некоторых случаях методы мо-
гут обладать недостаточной специфичностью. Напри-
мер, в настоящее время известно, что MEGX может 
образовываться из лидокаина под влиянием не только 
CYP3A4, но и в незначительных количествах CYP1A2, 
а значит, данный тест отражает суммарную активность 
этих 2-х изоферментов цитохрома Р450 [20].
При помощи скрининга определяются специфиче-
ские субстраты, которые могут быть экзогенной или эн-
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догенной природы. Большое распространение получи-
ли методики, основанные на экзогенных «маркерных» 
субстратах, таких как кофеин для CYP1A2, диклофенак 
для CYP2C9, декстрометорфан для CYP2D6, лидокаин 
для CYP3A4. Однако применение таких методик может 
привести к развитию у пациентов НЛР, таких как аллер-
гические реакции и аритмогенные эффекты. Методики 
по определению эндогенных веществ и их метаболитов 
являются более перспективными, так как позволяют 
оценить активность изоферментов без введения паци-
енту специфических «маркеров». Данные методики яв-
ляются на 100% безопасными. Одна из таких методик 
по определению кортизола и 6-α-гидроксикортизола в 
моче с целью оценки активности CYP3A4 внедрена и 
успешно используется в Филиале «Клиническая фар-
макология» НЦ БМТ РАМН и Институте Клинической 
Фармакологии ФГУ «НЦ ЭСМП» [21] (табл. 1).
Количественное определение дебризохина 
и спартеина
Дебризохин и спартеин были первыми субстрата-
ми, с помощью которых стало возможным оценить 
большие различия в окислительном полиморфизме 
CYP2D6. Дебризохин применялся для лечения повы-
шенного кровяного давления, а спартеин как антиа-
ритмическое средство. Эти соединения используются 
для фенотипирования с 1970-х годов, и их «метаболи-
ческие» индексы показали высокую степень корреля-
ции. Метаболитом дебризохина является 4-гидрокси-
дебризохин, который количественно определяется в 
моче [31]. Оптимальная средняя доза, которая приме-
няется для фенотипирования составляет 10 мг. Преи-
муществом применения дебризохина является высо-
кое значение pK
a 
и полярность, благодаря которым pH 
мочи сильно не влияет на «метаболический» индекс 
[32]. Недостаток заключается в том, что в биотранс-
формации дебризохина участвует не только CYP2D6, 
но и CYP1A1. Тем не менее, CYP1A1 обеспечивает не 
более 2% метаболизма дебризохина [22]. Также, весо-
мым недостатком являемся снижение артериального 
давления при использовании дебризохина. Ещё стоит 
отметить, что на территории Российской Федерации 
препараты дебризохина не зарегистрированы.
Метаболит спартеина 2-дегидроспартеин и 5-де-
гидроспартеин также обнаруживается в моче. Под 
действием CYP2D6 спартеин биотрансформируется 
до неустойчивого N1-оксида, который в дальнейшем 
распадается на 2- и 5-дегидроспартеин [23]. Доза в 100 
мг при фенотипировании соответствует только 10% от 
рекомендованной для антиаритмической терапии, так 
что никакого фармакологического эффекта не наблю-
дается. Также нет ограничений для применения спар-
теина у пациентов с почечной недостаточностью, так 
как не образуются глюкуроновые формы и «метаболи-
ческий» индекс спартеин/дегидроспартеин остаётся 
неизменным с низкой почечной функцией [33]. При 
проведении фенотипирования с применением спар-
теина могут возникнуть НЛР в виде аллергии. Данный 
препарат также не зарегистрирован на территории РФ.
Количественное определение трамадола
Анальгетическое действие трамадола главным обра-
зом обусловлено его метаболитом М1 (моно-О-дезме-
тилтрамадол), у которого сродство к μ-рецептору в 200 
раз выше, чем у самого препарата [25]. Известно, что М1 
образуется благодаря изоферменту CYP2D6. Например, 
при применении трамадола с пароксетином (ингибитор 
CYP2D6) наблюдается уменьшение анальгетического 
действия, так как активность изофермента снижена [29].
При изучении фармакокинетики трамадола путём 
сравнения «метаболических» индексов трамадола/М1 
к декстрометорфану/декстрорфану наблюдалась слабая 
корреляция [24]. В дальнейшем исследовании было об-
наружено, что в метаболизме трамадола помимо изофер-
мента CYP2D6, также участвуют CYP2B6 и CYP2C19, и 
для достижения хороших результатов увеличивают дозу, 
что приводит к более частому проявлению НЛР [26]. 
Трамадол относится к наркотическим ЛП, что также 
затрудняет применение его в анализах. Таким образом, 
применение трамадола в фенотипировании ограничено.
Количественное определение метопролола
Основными путями метаболизма метопролола яв-
ляются О-деметилирование, α-гидроксилирование и 
N-деалкилирование. Для фенотипирования CYP2D6 
достаточно 100 мг, около 70-80% метаболизма прихо-
дятся на α-гидроксилирование и небольшой процент 
на О-деметилирование [34]. Различными исследовани-
ями доказано, что α-гидроксилирование происходит 
Таблица 1
Существующие методики определения активности CYP2D6
Субстрат Метаболит Доза, мг Биообъект Метод Исследования
Дебризохина 4-гидроксидебризохин 10 Моча ВЭЖХ, УФ детектор [22, 14]
Спартеин 2-дегидроспартеин, 5-дегидроспартеин 100 Моча ВЭЖХ, УФ детектор [23, 24]
Трамадол моно-О-дезметилтрамадол (М1) 50 Моча ВЭЖХ, УФ детектор [24, 25, 26]
Метопролол α-гидроксиметопролол 100 Кровь ВЭЖХ, УФ детектор [27, 28]
Декстрометорфан Декстрофан 30 Кровь, моча, слюна ВЭЖХ, УФ детектор [28, 29, 30]
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только за счёт CYP2D6, в то время как в О-деметили-
ровании могут участвовать и другие изоферменты.
При определении в моче отношения метопролола 
к α-гидроксиметопрололу наблюдается корреляция 
между pH и «метаболическим» индексом [27]. Таким 
образом, фенотипирование с метопрололом в моче не-
убедительно.
Следующее исследование, в котором после при-
ёма декстрометорфана (22 мг) или метопролола (100 
мг) с дальнейшим отбором крови в течение 8 часов, 
показало хорошую корреляцию между индексом ме-
топролол/α-гидроксиметопролол и декстрометорфан/
декстрофан.
В целях фенотипирования метопролол может при-
меняться только при определении в плазме крови. Так-
же недостатком этого метода является то, что метопро-
лол снижает артериальное давление.
Количественное определение 
декстрометорфана
Декстрометорфан является антагонистом опио-
идных рецепторов, применяется в качестве противо-
кашлевого и обезболивающего препарата. Благодаря 
своей безопасности, средним НЛР, декстрометорфан 
хорошо изучен в качестве маркера для определения 
активности CYP2D6. К сожалению, в государственном 
реестре лекарственных средств РФ декстрометорфан 
представлен только в комбинации с другими лекар-
ственными веществами, следовательно, в нашей стра-
не декстрометорфан недоступен.
Декстрометорфан преимущественно метаболизи-
руется при участии цитохрома CYP2D6 в декстрофан 
путём О-деметилирования [32]. Другие изофермен-
ты, такие как СУР3А4, СУР3А5, СУР3А7, СУР2С9, 
СУР2С19, катализируют превращение декстрометор-
фана в неактивный 3-метоксиморфинан. Декстрофан 
и 3-метоксиморфинан деметилируются в гидрокси-
морфинан. Все образующиеся метаболиты экскрети-
руются с мочой, в основном в виде глюкуронидов.
На сегодняшний день разработано много методик 
по определению активности, используя в качестве 
пробы декстрометорфан, при этом в качестве пробы 
можно отбирать различные биологические жидкости: 
мочу, кровь и слюну [30]. Такие методики имеют мно-
жество достоинств по сравнению с рассмотренными 
выше, но поскольку методики инвазивные, могут раз-
виться НЛР, а также стоит учитывать индивидуальную 
переносимость препарата.
Определение активности СУР2D6 
по отношению пинолин/6-гидрокси-1,2,3,4-
тетрагидро-бета-карболин(6-HO-THBC)
Для фенотипирования изофермента CYP2D6 
были разработаны и валидированы различные мето-
дики. Оригинальные тесты с дебризохином и спар-
теином постепенно заменились клинически более 
надёжными тестами с декстрометорфаном и мето-
прололом. Затем соперничество между методами 
фенотипирования отошло на второй план, так как 
стали быстро внедряться методы генотипирования, 
основанные на ДНК. Несмотря на развитие ПЦР за 
последние десять лет, остаётся проблема прогнози-
рования фенотипа CYP2D6 из методов генотипи-
рования, основанных на ДНК. Современные мето-
ды фенотипирования по определению экзогенных 
«маркеров» могут приводить к развитию НЛР. Так-
же нужно учитывать, что на территории РФ из всех 
возможных субстратов зарегистрированы только два 
ЛП: трамадол и метопролол. Возможно, что поиск 
эндогенных субстратов для CYP2D6 будет интере-
сен не только для расширения знаний о работе изо-
ферментов цитохрома, но и обретёт и практическое 
значение для новой методики фенотипирования, 
которой не будут присущи недостатки ранее разра-
ботанных методик.
Скрининг эндогенных субстратов CYP2D6
Проводится много исследований по поиску эндо-
генных веществ, которые метаболизируются только 
одним изоферментом. Широкое исследование провел 
Ai-MingYu с коллегами по поиску эндогенных веществ, 
специфичных изоферменту CYP2D6 [35]. В своём 
исследовании учёные рассмотрели ряд эндогенных 
веществ потенциально являющиеся специфически-
ми субстратами для CYP2D6. Было установлено, что 
изофермент CYP2D6 не значительно метаболизирует 
эндогенные фенилэтиламины (2-фенилэтиламин, ок-
топамин, синефрин, метанефрин и норметанефрин), 
индолэтиламины (триптамин, серотонин, 6-метокси-
триптамин и мелатонин) и β-карболины (гарман, нор-
гарман и триптолин). Однако, индолметиламин 5-ме-
токси-N,N-диметилтриптамин (5-MDMT) и пинолин 
(6-метокси-1,2,3,4-тетрагидро-β-карболин) показали 
относительно высокое сродство к CYP2D6 и О-деме-
тилировались только под действием CYP2D6. При до-
бавлении к исходным веществам моноклональных ан-
тител против CYP2D6, О-деметилирование 5-MDMT 
и пинолина не наблюдалось. Специфичность пиноли-
на по отношению к CYP2D6 около 99% относительно 
других изоферментов цитохрома Р450.
Пинолин подвергается О-деметилированию с обра-
зованием метаболита 6-гидрокси-1,2,3,4-тетрагидро-
β-карболина (рис. 1).
Рис. 1. Метаболизм пинолина посредством изофермента CYP2D6
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Существующие методики 
определения пинолина
Определение in vitro. Как сообщалось ранее, эндо-
генное вещество пинолин подвергается О-деметилиро-
ванию микросомами печени и его биотрансформация 
преимущественно катализируется изоферментом ци-
тохрома Р450 CYP2D6. Исследователи отделения фарма-
цевтических наук университета в Баффало (штат Нью-
Йорк, США) изучили, как влияет статус изофермента 
CYP2D6 на О-деметилирование пинолина и оценили, 
может ли пинолин применяться для определения актив-
ности CYP2D6. Также исследовали функциональные 
различия между аллельными изоформами CYP2D6.1, 
CYP2D6.2, CYP2D6.10. Затем проводились исследова-
ние кинетики, ингибирования и корреляции для опре-
деления роли CYP2D6 в биотрансформации пинолина.
Инкубация аллельных изоформ CYP2D6 и чело-
веческих печёночных микросом проводилась в 0,1 М 
фосфатном буфере, рН 7,4, 37оС [35, 36, 37]. В среду 
вносили микросомальные протеины в концентрации 
0,25 мг/мл, 0,2 μМ Р450 редуктазу и 10 μг L-α-дилаурил-
фосфатидилхолин. Активация реакции производилась 
при добавлении никотинамидаадениндинуклеотид 
фосфата. Кинетика определялась по добавлению пи-
нолина в концентрации от 0,2 до 20 μМ для изоформ и 
от 0,05 до 100 μМ для человеческих печёночных микро-
сом. Время инкубации составило 5 минут для CYP2D6.1 
и CYP2D6.2, 15 минут для CYP2D6.10 и 10 минут для 
человеческих печёночных микросом. В качестве инги-
битора использовали хинидин в концентрации 1 μМ.
Количественного определение проводили методом 
ВЭЖХ. Хроматографические условия были следующие:
  хроматограф Agilent 1100 series
  колонка Zorbax фенил, 5 мкм, 250 мм Х 4,6 мм
  подвижная фаза 50 мМ аммоний фосфатный бу-
фер (рН = 3): ацетонитрил (95/5 об/об)
  детектор ДМД (214, 254, 280 нм)
  температура колонки 40оС
Исследования показали, что аллельная изофор-
ма CYP2D6.10 (изоформа со сниженной функцией) 
не активна по отношению к пинолину. В то время, 
как под действием CYP2D6.1 и CYP2D6.2 (изоформы 
с нормальной функцией) происходило образование 
6-гидрокси-1,2,3,4-тетрагидро-бета-карболина. По 
сравнению с CYP2D6.1, у изоформы CYP2D6.2 ката-
литическая активность ниже [38]. Затем, при добавле-
нии ингибитора CYP2D6 хинидина наблюдали полную 
блокировку О-деметилирования пинолина, что указы-
вает на селективность изофермента к субстрату.
Определение in vivo. Дальнейшее исследование in vivo 
на мышах проводилось с целью подтверждения резуль-
татов in vitro и, чтобы сравнить активность изофермен-
та CYP2D6 у мышей дикого типа и Tg-CYP2D6.
Для анализа были выбраны взрослые мыши (7 не-
дель) дикого типа и Tg-CYP2D6, средний вес 22-25 г. 
Пинолин вводился интраперитонеально в дозе около 
750 μг. В качестве пробы отбиралась моча через 24 ч 
после введения пинолина.
Количественное определение проводилось методом 
LC-MS/MS. Хроматографические условия были следу-
ющие:
  Shimadzu prominence HPLC system
  детектор API 3000 turbo ion spray ionization triple-
quadrupole mass spectrometer
  Luna фенил-гексил (50 Х 4,6 мм, 3 мкм)
  подвижная фаза буфер А (водный раствор му-
равьиной кислоты 0,02%) буфер В (метанольный 
раствор муравьиной кислоты 0,02%). Хромато-
графирование проходило в градиентном режиме 
с повышением соотношения буфера В от 5 до 
80% до 9 минуты, затем устанавливался изокра-
тический режим на 2 минуты (буфер В 80%) и с 
11,5 до 15 минуты концентрация буфера В уста-
навливалась на 5%
  скорость потока 0,3 мл/мин
Анализ подтвердил результаты in vitro испытания. 
По результатам был сделан вывод, что у мышей О-де-
метилирование проходит под действием CYP2D6. Око-
ло 99% метаболита пинолина выводится из организма с 
мочой, следовательно, в качестве пробы можно исполь-
зовать этот биообъект [38]. У мышей дикого типа актив-
ность CYP2D6 была выше, чем у Tg-CYP2D6 (табл. 2).
Определение пинолина in vitro и in vivo. Логичным про-
должением рассмотренного исследования будет изуче-
ние по определению эндогенного пинолина в моче у че-
ловека для оценки активности изофермента цитохрома 
Р450 CYP2D6. У такой методики определения активно-
сти CYP2D6 не будет недостатков, присущих методи-
кам с применением экзогенных веществ, которые могут 
оказывать гипотензивное, антиаритмическое действия, 
а также могут вызывать аллергические реакции [38].
Таблица 2Активность CYP2D6
Подтип генотипа Активность изофермента
In vitro Человеческие печёночные микросомы «распространённые» метаболизаторы Средняя
Аллельные изоформы:
CYP2D6.1
CYP2D6.2
CYP2D6.10
«распространённые» метаболизаторы 
«медленные» метаболизаторы
Средняя
Ниже среднего
Нет
In vivo Мыши дикого типа «распространённые» метаболизаторы Средняя
Мыши Tg-CYP2D6 «медленные» метаболизаторы Низкая
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